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Verfahren und Medikament zur Hemmung der Expression eines 
vorgegebenen Gens 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren nach dem Oberbegriff des 
Anspruchs 1. Sie betrifft ferner ein Medikament und eine Ver- 
wendung doppelstrangiger Oligoribonukleotide . 

Ein solches Verfahren ist aus der nachverof f entlichten WO 
99/32619 bekannt. Das bekannte Verfahren zielt auf die Hem- 
mung der Expression von Genen in Zellen von Invertebraten ab. 
Dazu ist es erf orderlich, dag das doppelstrangige Oligoribo- 
nukleotid eine zum Zielgen identische Sequenz mit einer Lange 
von mindestens 50 Basen aufweist. Zur Erzielung einer effizi- 
enten Hemmung ist eine Lange der identischen Sequenz von 300 
bis 1000 Basenpaare erf orderlich . Der Hers tellungsauf wand ei- 
nes solchen Oligoribonukleotids ist hoch. 

Die DE 196 31 919 C2 beschreibt eine Anti-Sinn-RNA mit beson- 
deren Sekundarstrukturen, wobei die Anti-Sinn-RNA in Form ei- 
nes sie kodierenden Vektors vorliegt. Bei der Anti-Sinn-RNA 
handelt es sich urn ein RNA-Molekiil das komplementar zu Berei- 
chen der mRNA ist. Durch Bindung an diese Bereiche wird eine 
Hemmung der Genexpression bewirkt. Diese Hemmung kann insbe- 
sondere zur Diagnose und/oder Therapie von Erkrankungen, z.B. 
Tumorerkrankungen oder viralen Infektionen, eingesetzt wer- 
den. - Die Anti-Sinn-RNA mufi nachteiligerweise in einer Menge 
in die Zelle eingebracht werden, die mindestens genauso gro& 
wie die Menge der mRNA ist. Die Wirksamkeit der bekannten An- 
ti-Sinn-Verf ahren ist nicht besonders hoch. 

Aus der US 5,712,257 ist ein Medikament bekannt, das fehlge- 
paarte doppelstrangige RNA (dsRNA) und biologisch aktive 
fehlgepaarte Bruchstiicke von dsRNA in Form eines ternaren 
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Komplexes mit einem oberf lachenaktiven Mittel en thai t. Die 
dabei verwendete dsRNA besteht aus synthetisch hergestell ten 
Nukleinsaureeinzelstrangen ohne definierte Basensequenz . Die 
Einzelstrange gehen nicht-regulare, sog. "Nicht-Watson- 
Crick"-Basenpaarungen miteinander ein, so daE fehlgepaarte 
Doppel strange gebildet werden . Die bekannte dsRNA dient zur 
Hemmung der Vermehrung von Retroviren, wie HIV. Die Vermeh- 
rung des Virus kann gehemmt werden, wenn nicht- 
sequenzspezifische dsRNA in die Zellen eingebracht wird. Es 
kommt dabei zu einer Induktion von Interferon, wodurch die 
Virusvermehrung gehemmt werden soli. Der hemmende Effekt bzw. 
die Wirksamkeit dieses Verfahrens ist gering. 

Aus Fire, A. et.al, NATURE, Vol. 391, pp. 806 ist es bekannt, 
dafi dsRNA, deren einer Strang abschnittsweise komplementar zu 
einem zu hemmenden Gen eines Fadenwurms ist, die Expression 
dieses Gens mit einer hohen Wirksamkeit hemmt . Es wird die 
Auffassung vertreten, da£ die besondere Wirksamkeit der ver- 
wendeten dsRNA in Zellen des Fadenwurms nicht auf dem Anti- 
Sinn-Prinzip beruht, sondern moglicherweise auf katalytische 
Eigenschaften der dsRNA bzw. durch sie induzierte Enzyme zu- 
ruckzufiihren ist. - fiber die Wirksamkeit spezifischer dsRNA 
in bezug auf die Hemmung der Genexpression, insbesondere in 
Saugerzellen und humanen Zellen, ist in diesem Artikel nichts 
ausgesagt . 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es , die Nachteile nach 
dem Stand der Technik zu beseitigen. Es soil insbesondere ein 
moglichst effizientes Verfahren, Medikament bzw. eine mog- 
lichst effiziente Verwendung zur Herstellung eines Medika- 
ments angegeben werden, mit dem/der eine besonders wirksame 
Hemmung der Expression eines vorgegebenen Gens bewirkbar ist. 
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3 

Diese Aufgabe wird durch die Merkmale der Anspriiche 1, 2, 33, 
34 und 66 und 67 gelost. Vorteilhafte Ausgestaltungen ergeben 
sich aus den Anspriichen 3 bis 32, 35 bis 65 und 68 bis 100. 



5 Nach MaEgabe der verf ahrenssei tigen Erfindung ist vorgesehen, 
daS der zum Zielgen komplementare Bereich hochstens 49 auf- 
einanderfolgenden Nukleotidpaare aufweist. 



10 



15 



20 



30 



Bei den erf indungsgemaiSen Oligoribonukleotiden handelt es 
sich urn solche, die zumindest abschnittsweise eine definierte 
Nukleotidsequenz aufweisen. Der definierte Abschnitt kann auf 
den komplementaren Bereich beschrankt sein. Es kann aber auch 
sein, daS das doppelstrangige Oligoribonukleotid insgesamt 
eine definierte Nukleotidsequenz aufweist. 

Es hat sich uberraschenderweise gezeigt, daS bereits bei ei- 
ner Lange des komplementaren Breichs von hochstens 49 Basen- 
paaren eine wirksame Hemmung der Expression des Zielgens er- 
reicht werden kann. Entsprechende Oligoribonukleotide konnen 
mit geringerem Hers tellungsauf wand bereitgestellt werden. 



Insbesondere dsRNA mit einer Lange von mehr als 50 Nukleo- 
tidpaaren induziert in Saugerzellen und humanen Zellen be- 
stimmte zellulare Mechanismen, z.B. die dsRNA-abhangige Pro- 
25 teinkinase oder das 2-5A-System. Das fuhrt zum Verschwinden 
des durch die eine definierte Sequenz aufweisende dsRNA ver- 
mittelten Interf erenzef f ektes . Dadurch wird die Proteinbio- 
synthese in der Zelle blockiert. Insbesondere dieser Nachteil 
wird durch die vorliegende Erfindung beseitigt. 



Weiterhin ist die Aufnahme von dsRNA mit kurzer Kettenlange 
in die Zelle bzw. in den Zellkern gegeniiber langerkettigen 
dsRNAs deutlich erleichtert. 
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Sofern dsRNA als Wirkstoff benutzt wird, hat es sich als vor- 
teilhaft erwiesen, dafi die dsRNA verpackt in micellare Struk- 
turen, vorzugsweise in Liposomen, vorliegt. Die dsRJNTA kann 
gleichfalls in virale naturliche Kapside oder in auf chemi- 
schem oder enzymatischem Weg hergestellte klinstliche Kapside 
oder davon abgeleitete Strukturen eingeschlossen sein. - Die 
vorgenannten Merkmale ermoglichen ein Einschleusen der dsRNA 
in vorgegebene Zielzellen. 

Nach einem weiteren Ausgestaltungsmerkmal weist die dsRNA 10 
bis 1000, vorzugsweise 15 bis 49, Basenpaare auf. Die dsRNA 
kann also langer als der zum Zielgen komplementare Bereich 
sein. Der komplementare Bereich kann endstandig angeordnet 
oder in die dsRNA eingeschaltet sein. Eine solche dsRMA bzw. 
ein zur Kodierung derselben vorgesehener Vektor konnen syn- 
thetisch bzw. enzymatisch mit gangigen Verfahren hergestellt 
werden . 

Das zu hemmende Gen wird zweckmaSigerweise in eukaryontischen 
Zellen exprimiert. Das Zielgen kann aus der folgenden Gruppe 
ausgewahlt sein: Onkogen, Cytokin-Gen, Id-Protein-Gen, Ent- 
wicklungsgen, Priongen. Es kann auch in pathogenen Organis- 
men, vorzugsweise in Plasmodien, exprimiert werden. Es kann 
Bestandteil eines, vorzugsweise humanpathogenen, Virus oder 
Viroids sein. - Das vorgeschlagene Medikament erlaubt die 
Therapie genetisch gesteuerter Krankheiten, z.B. Krebs , vira- 
ler Erkrankungen oder Morbus Alzheimer. 

Das Virus oder Viroid kann auch ein tier- oder planzenpatho- 
genes Virus oder Viroid sein. In diesem Fall erlaubt das er- 
f indungsgemafie Medikament auch die Behandlung von Tier- oder 
Pf lanzenkrankheiten . 
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Nach einem weiteren Ausgestal tungsmerkraal ist die dsRNA ab- 
schnittsweise doppelstrangig ausgebildet. Der komplementare 
Bereich aus zwei separaten RNA-Einzelstrangen oder aus 
selbstkomplementaren Bereichen eines, vorzugsweise zirkular 
ausgebildeten, topologisch geschlossenen RNA-Einzelstrangs 
gebildet .w-ird. 

Die Enden der dsRNA konnen modif iziert werden, um einem Abbau 
in der Zelle oder einer Dissoziation in die Einzelstrange 
entgegenzuwirken. Eine Dissoziation tritt insbesondere bei 
Verwendung niedriger Konzentrationen oder kurzer Kettenlangen 
auf. Zur besonders wirksamen Hemmung der Dissoziation kann 
der durch die Nukleotidpaare bewirkte Zusammenhalt des kom- 
plementaren Bereichs durch mindestens eine, vorzugsweise 
zwei, weitere chemische Verknupfung/en erhoht werden. - Eine 
erf indungsgemaSe dsRNA, deren Dissoziation vermindert ist, 
weist eine hohere Stabilitat gegen enzymatischen und chemi- 
schen Abbau in der Zelle bzw. im Organismus auf. 

Insbesondere bei Verwendung eines erf indungsgemaJSen Vektors 
kann der komplementare Bereich aus selbstkomplementaren Be- 
reichen einer RNA-Haarnadelschleif e gebildet wird. Die Nu- 
kleotide sind im Schleif enbereich zwischen der doppelstrangi- 
gen Struktur zum Schutz vor Abbau zweckmaSigerweise chemisch 
modif iziert . 

Die chemische Verknupfung wird zweckmaSigerweise durch eine 
kovalente oder ionische Bindung, eine Wasserstof f bruckenbin- 
dung, hydrophobe Wechselwirkungen, vorzugsweise van-der- 
Waals- oder Stapelungswechselwirkungen, oder durch Metall- 
Ionenkoordination gebildet. Sie kann nach einem besonders 
vorteilhaf ten Ausges taltungsmerkmal an mindestens einem, vor- 
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zugsweise an beiden, Ende/n des koraplementaren Bereichs her- 
gestellt werden. 



Es hat sich weiter als vorteilhaft erwiesen, dag die chemi- 
sche Verkntipfung mittels einer oder mehrerer Verbindungsgrup- 
pen gebildet wird, wobei die Verbindungsgruppen vorzugsweise 
Poly-(oxyphosphinicooxy-l,3-propandiol)- und/oder Polyethy- 
lenglycol-Ketten sind. Die chemische Verkntipfung kann auch 
durch in den komplementaren Bereichen anstelle von Purinen 
benutzte Purinanaloga gebildet werden. Von Vorteil ist es 
ferner, daS die chemische Verknupfung durch in den komplemen- 
taren Bereiche eingefuhrte Azabenzoleinheiten gebildet wird. 
Sie kann auSerdem durch in den komplementaren Bereichen an- 
stelle von Nukleotiden benutzte verzweigte Nukleotidanaloga 
gebildet werden. 

Es hat sich als zweckmaEig erwiesen, daS zur Herstellung der 
chemischen Verknupfung mindestens eine der folgenden Gruppen 
benutzt wird: Methylenblau; bifunktionelle Gruppen, vorzugs- 
weise Bis- (2-chlorethyl) -amin; N-acetyl-KT - (p-glyoxyl- 
benzoyl)-cystamin; 4-Thiouracil ; Psoralen. Ferner kann die 
chemische Verknupfung durch an den Enden des doppelstrangigen 
Bereichs angebrachte Thiophosphoryl -Gruppen gebildet werden. 
Vorzugsweise wird die chemische Verknupfung an den Enden des 
doppelstrangigen Bereichs durch Tripelhelix-Bindungen herge- 
stellt. 

Die chemische Verkntipfung kann zweckmaSigerweise durch ultra- 
violettes Licht induziert werden. 

Nach einer weiteren besonders vorteilhaf ten Ausgestaltung ist 
vorgesehen, daS die dsRNA an mindestens ein von einem Virus 
stammendes, davon abgeleitetes oder ein synthetisch herge- 
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stelltes virales Hiillprotein gebunden, damit assoziiert oder 
davon umgeben wird. Das Hullprotein kann vom Polyomavirus ab- 
geleitet sein. Es kann das Hiillprotein das Virus-Protein 1 
(VP1) und/oder das Virus-Protein 2 (VP2) des Polyomavirus 
enthalten. - Die vorgenannten Merkmale erleichtert wesentlich 
das Einflihren der dsRNA in die Zelle. 

Vorzugsweise ist bei Bildung eines Kapsids oder kapsidartigen 
Gebildes aus dem Hullprotein die eine Seite zum Inneren des 
Kapsids oder kapsidartigen Gebildes gewandt. Das gebildete 
Konstrukt ist besonders stabil. 

Die dsRJSJA kann zum primaren oder prozessierten RNA-Transkript 
des Zielgens komplementar sein.- Die Zelle kann eine Verte- 
bratenzelle oder eine menschliche Zelle sein. 

Nach MaSgabe der Erfindung ist ferner ein Medikament mit min- 
destens einem Oligoribonukleotid (dsRNA) mit doppelstrangiger 
Struktur zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen Gens 
vorgesehen, wobei ein Strang der dsRNA zumindest abschnitts- 
weise komplementar zu diesem Gen ist. - Es hat sich iiberra- 
schend gezeigt, dag eine solche dsRNA sich als Medikament zur 
Hemmung der Expression eines vorgegebenen Gens in humanen 
Zellen eignet. Die Hemmung wird im Vergleich zur Verwendung 
einzelstrangiger Oligoribonukleotide bereits bei Konzentra- 
tionen bewirkt, die urn mindestens eine GroSenordnung niedri- 
ger sind. Das erf indungsgemaiSe Medikament ist hoch wirksam. 
Es sind geringere Nebenwirkungen zu erwarten. 

Nach weiterer MaSgabe der Erfindung ist ein Medikament mit 
mindestens einem Vektor zur Kodierung doppelstrangiger Oligo- 
ribonukleotide (dsRNA) zur Hemmung der Expression eines vor- 
gegebenen Gens vorgesehen, wobei ein Strang der dsRNA zumin- 
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dest abschnittsweise komplementar zu diesem Gen ist. - Das 
vorgeschlagene Medikament weist die vorgenannten Vorteile 
auf. Durch die Verwendung eines Vektors konnen insbesondere 
Herstellungskosten eingespart werden. 

Nach einer besonders vorteilhaf ten Ausgestaltung weist der 
komplementare Bereich hochstens 49 auf einanderf olgende Nu- 
kleotidpaare auf. - Es hat sich uberraschenderweise gezeigt, 
daS bereits bei einer Lange des komplementar en Bereichs von 
hochstens 49 Basenpaaren eine effiziente Hemmung der Expres- 
sion des Zielgens erreicht werden kann. Entsprechende Oligo- 
ribonukleotide konnen mit geringerem Herstellungsaufwand be- 
reitgestellt werden. 



Nach weiterer MaSgabe der Erfindung ist eine Verwendung dop- 
pelstrangiger Oligoribonukleotide zur Herstellung eines Medi- 
kaments zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen Gens 
vorgesehen, wobei ein Strang der dsRNA zumindest abschnitts- 
weise komplementar zu diesem Gen ist. - Uberraschenderweise 
eignet sich eine solche dsRNA zur Herstellung eines Medika- 
ments zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen Gens. Bei 
einer Verwendung von dsRNA wird die Hemmung im Vergleich zur 
Verwendung einzelstrangiger Oligoribonukleotide schon bei urn 
eine Grofcenordnung geringeren Konzentrationen bewirkt. Die 
erfindungsgemaSe Verwendung ermoglicht also die Herstellung 
besonders wirksamer Medikamente. 

Nach weiterer MaEgabe der Erfindung ist die Verwendung eines 
Vektors zur Kodierung doppelstrangiger Oligoribonukleotide 
(dsRNA) zur Herstellung eines Medikaments zur Hemmung der Ex- 
pression eines vorgegebenen Gens vorgesehen, wobei ein Strang 
der dsRNA zumindest abschnittsweise komplementar zu diesem 



kreutzer neu an3.doc 



9 



Gen ist. - Die Verwendung eines Vektors ermoglicht eine be- 
sonders wirksame Gentherapie. 

Hinsichtlich vorteilhaf ter Ausgestaltungen des Medikaments 
5 und der Verwendung wird auf die Beschreibung der vorangegan- 
genen Merkmale verwiesen. 



Ausf iihrungsbei spiel : 



10 Mittels herkommlicher Verfahren ist ein aus dem einzigen Se- 
g quenzprotokoll ersichtlicher RNA-Einzelstrang enzymatisch 
synthetisiert worden. 

Ferner ist der dazu komplementare RNA-Einzelstrang syntheti- 
15 siert worden. AnschlieSend sind der Einzelstrang und der dazu 
komplementare Einzelstrang zur dsRNA vereinigt worden. Die so 
hergestellte dsRNA enthalt eine bestimmte DNA-Sequenz unter 
der Kontrolle des "immediate early gene " -Promo tors des Cyto- 
mega 1 i evi ru s . 

20 

Versuchsprotokoll : 

Es wurde ein Plasmid-Vektor konstruiert, unter dessen Verwen- 
$ dung die benotigte dsRNA hergestellt werden konnte . Fur des- 
sen Konstruktion wurden wurden Oligodesoxyribonukleotide als 
25 Primer fur eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR) verwendet, 
von denen eines die Seguenz einer ScoRI-Schni ttstelle und des 
T7-RNA-Polymerase-Promotors (5'-GGA ATT CTA ATA CGA CTC ACT 
ATA GGG CGA TCA GAT CTC TAG AAG-3 1 ) , das andere die einer 
BamHI-Schnittstelle und des SP6-RNA-Polymerase-Promotors (5'- 
GGG ATC CAT TTA GGT GAC ACT ATA GAA TAC CCA TGA TCG CGT AGT 
CGA TA-3') enthielt. Daruber hinaus enthielten diese Primer 
an ihren 3 ' -Enden identische bzw. komplementare Bereiche zur 
kauflich erwerblichen "positive control DNA" des HeLaScribe® 



30 
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Nuclear Extract in vitro Transkriptionskit ' s der Fa. Promega, 
dieauch als Matrize fur die PCR diente. Die Lange des so am- 
plifizierten DNA-Fragmentes betrug 400 Basenpaare, wobei 340 
Basenpaare der "positive control DNA" entsprachen . Nach PCR 
wurde das Produkt mit EcoRl und BamHl geschnitten. Als Klo- 
nierungsvektor fur das erhaltene PCR-Produkt diente der Vek- 
tor pUC18. Es erfolgte Transformation von E. coli XLl-blue. 
Plasmid-DNA eines ausgewahlten Klons, deren Sequenz durch 
partielle Sequenzierung uberpriift worden war, wurde mit EcoRX 
bzw. BamHT linearisiert und als Matrize fur eine in vitro- 
Transkription mit SP6- bzw. T7-RNA-Polymerase verwendet (Ri- 
boprobe in vitro Transcription Systems, Fa. Promega) . 

Zur Hybridisierung wurden 5 00 ill der in Ethanol aufbewahrten 
einzelstrangigen RUA durch Zentrif ugation gefallt, das ge- 
trocknete Pellet in 30 /il PIPES-Puffer (pH 6,4) in Gegenwart 
von 80 % Formamid, 400 mM NaCl und 1 mM EDTA aufgenommen, je- 
weils 15 Ml der komplementaren Einzelstrange zusammengegeben 
und fur 10 min auf 85°C erhitzt. AnschlieSend wurden die An- 
satze bei 50°C iiber Nacht inkubiert und auf Raumtemperatur 
abgekuhlt. Urn reine dsRNA zu erhalten, wurden die einzel- 
strangigen RNAs durch einzelstrangspezif ische RNasen abge- 
baut. Hierzu wurden zu alien Ansatzen in 300 ill Tris, pH 7,4, 
300 mM NaCl und 5 mM EDTA 1,2 /xl RNaseA (10 mg/ml) und 2 pi 
RNaseTl (290 /ig/ml) zugegeben . Die Ansatze wurden 1,5 h bei 
30°C inkubiert. Danach wurden die RNasen durch Zugabe von 5 
Ml Proteinase K (20 mg/ml) und 10 ixl 20% SDS und Inkubation 
fur 30 min bei 37°C denaturiert. Die dsRNA wurde durch Phe- 
nol-Extraktion gereinigt und mit Ethanol gefallt. Das ge- 
trocknete Pellet wurde in 15 /xl TE-Puffer, pH 6,5 aufgenom- 
men . 

Testsystem mit menschlichem Zellkernextrakt : 
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Unter Verwendung des HeLaScribe® Nuclear Extract in vitro 
Transkriptionskit ' s der Fa. Promega wurde die Transkriptions- 
effizienz des oben angegebenen DNA-Fragments ("positive con- 
trol DNA" ) in Gegenwart der beiden einzelstrangigen Oligori- 
bonukleotide sowie der dsRNA bestimmt. Dies erfolgte anhand 
der in die "run of f - -Transkripte inkorporierten Radioaktivi- 
tat des als Substrat verwendeten [a 32 P] GTP . Die Trennung des 
freien GTP vom entstandenen Transkript wurde mittels Gelelek- 
trophorese vorgenommen . Die Auswertung des Gels erfolgte mit 
Hilfe eines Radioaktivitatsdetektors ( Instant- Imager ) . 

Ergebnis und Schlussf olgerung : 

Es zeigte sich eine deutliche Verringerung der Menge an Tran- 
skript in Gegenwart von dsRNA im Vergleich zum Kontrollansatz 
ohne RNA sowie auch zu den Ansatzen mit einzelstrangiger RNA. 
Die Wirksamkeit der dsRNA war schon bei Zugabe von geringen 
Mengen (ca. 1 (xg) zu erreichen. Der hemmende Effekt einzel- 
strangiger Antisinn-RNA ware in diesem Testsystem nicht nach- 
zuweisen, da hierbei die Inhibition auf der Ebene der Trans- 
lation stattfindet. Hier wurde die Transkription untersucht . 
Die hiermit erstmals beim Menschen beobachtete Reduzierung 
der Transkript-Menge eines Gens in Gegenwart von dsRNA zeigt 
deutlich eine Hemmung der Expression des entsprechenden Gens 
an. Dieser Effekt ist auf einen neuartigen, durch die dsRNA 
bedingten Mechanismus zuriickzuf uhren . 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen 
Zielgens in einer Zelle, wobei ein Oligoribonukleotid 
(dsRNA) mit doppelstrangiger Struktur in die Zelle ein- 
gefuhrt wird, wobei ein Strang der dsRNA zumindest ab- 
schnittsweise komplementar zum Zielgen ist, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi der zum Zielgen komplementare Bereich 
hochstens 49 auf einanderf olgende Nukleotidpaare auf- 
weist . 

2. Verfahren zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen 
Zielgens in einer Zelle, wobei ein Vektor zur Kodierung 
von Oligoribonukleotiden (dsRNA) mit doppelstrangiger 
Struktur zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen 
Zielgens in die Zelle eingefuhrt wird, wobei ein Strang 
der dsRNA zumindest abschnittsweise komplementar zum 
Zielgen ist, dadurch gekennzeichnet , daS der zum Ziel- 
gen komplementare Bereich hochstens 49 auf einanderf ol- 
gende Nukleotidpaare aufweist. 

5. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei die dsRNA in 
micellare Strukturen, vorzugsweise in Liposomen, einge- 
schlossen wird. 

L. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wo- 
bei die dsRNA in virale naturliche Kapside oder in auf 
chemischem oder enzymatischem Weg hergestellte kiinstli- 
che Kapside oder davon abgeleitete Strukturen einge- 
schlossen wird. 
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5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wo- 
bei die dsRNA 10 bis 1000, vorzugsweise 15 bis 49, Ba- 
senpaare aufweist . 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wo- 
bei das Zielgen in eukaryontischen Zellen exprimiert 
wird. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wo- 
bei das Zielgen aus der folgenden Gruppe ausgewahlt 
ist: Onkogen, Cytokin-Gen, Id-Protein-Gen, Entwick- 
lungsgen, Priongen . 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wo- 
15 bei das Zielgen in pathogenen Organismen, vorzugsweise 

in Plasmodien, exprimiert wird. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wo- 
bei das Zielgen Bestandteil eines Virus oder Viroids 

20 ist. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, wobei das Virus ein humanpa- 
^ thogenes Virus oder Viroid ist. 

25 11. Verfahren nach Anspruch 9, wobei das Virus oder Viroid 
ein tier- oder pf lanzenpathogenes Virus oder Viroid 
ist . 
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12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wo- 
bei die dsRNA abschnittsweise doppelstrangig ausgebil- 
det ist. 
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Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
der komplementare Bereich aus zwei separaten RNA- 
Einzelstrangen oder aus selbstkomplementaren Bereichen 
eines, vorzugsweise zirkular ausgebildeten, topologisch 
geschlossenen RNA-Einzelstrangs gebildet wird. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
der komplementare Bereich aus selbstkomplementaren Be- 
reichen einer RNA-Haarnadelschleif e gebildet wird. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die Nukleotide im Schleif enbereich zwischen der doppel- 
strangigen Struktur zum Schutz vor Abbau chemisch modi — 
fiziert sind. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wo- 
bei die Enden der dsRNA modifiziert werden, um einem 
Abbau in der Zelle oder einer Dissoziation in die Ein- 
zelstrange entgegenzuwirken . 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wo- 
bei der durch die Nukleotidpaare bewirkte Zusammenhalt 
des komplementaren Bereichs durch mindestens eine, vor- 
zugsweise zwei, weitere chemische Verknupf ung/ en erhoht 
wird . 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wo- 
bei die chemische Verknupf ung durch eine kovalente oder 
ionische Bindung, eine Wasserstof f bruckenbindung, hy- 
drophobe Wechselwirkungen, vorzugsweise van-der-Waals- 
oder Stapelungswechselwirkungen, oder durch Metall- 
Ionenkoordination gebildet wird. 
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Verfahren nach einem cier vorhergehenden Anspruche, wo- 
bei die chemische Verkniipfung an mindestens einem, vor- 
zugsweise an beiden, Enden des komplementaren Bereichs 
hergestellt wird. 



Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wo- 
bei die chemische Verkniipfung mittels einer oder mehre- 
rer Verbindungsgruppen gebildet wird, wobei die Verbin- 
dungsgruppen vorzugsweise Poly- (oxyphosphinicooxy-1 , 3- 
propandiol)- und/oder Polyethylenglycol-Ketten sind. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wo- 
bei die chemische Verkniipfung durch in den komplementa- 
ren Bereichen anstelle von Purinen benutzte Purinanalo- 
ga gebildet wird. 



Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wo- 
bei die chemische Verkniipfung durch in den komplementa- 
ren Bereiche eingefiihrte Azabenzoleinheiten gebildet 
wird . 



Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wo- 
bei die chemische Verkniipfung durch in den komplementa- 
ren Bereichen anstelle von Nukleotiden benutzte ver- 
zweigte Nukleotidanaloga gebildet wird. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wo- 
bei zur Herstellung der chemischen Verkniipfung minde- 
stenes eine der folgenden Gruppen benutzt wird: Methy- 
lenblau; bif unktionelle Gruppen, vorzugsweise Bis- (2- 
chlorethyl) -amin; N-acetyl-N x - (p-glyoxyl-benzoyl ) - 

cystamin; 4-Thiouracil ; Psoralen. 
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25. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wo- 
bei die chemische Verkniipfung durch an den Enden des 
doppelstrangigen Bereichs angebrachte Thiophosphoryl- 
Gruppen gebildet wird. 

26. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wo- 
bei die chemische Verkniipfung an den Enden des doppel- 
strangigen Bereichs durch Tripelhelix-Bindungen herge- 
stellt wird. 



i 27. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wo- 

■J* 

bei die dsRNA an mindestens ein von einem Virus stam- 
mendes, davon abgeleitetes oder ein synthetisch herge- 
stelltes virales Hiillprotein gebunden, damit assoziiert 
15 oder davon umgeben wird. 

28. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wo- 
bei das Hiillprotein vom Polyomavirus abgeleitet ist. 

2 0 29. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wo- 
bei das Hiillprotein das Virus-Protein 1 (VPl) und/oder 
das Virus-Protein 2 (VP2) des Polyomavirus enthalt. 

30. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wo- 
25 bei bei Bildung eines Kapsids oder kapsidartigen Gebil- 

des aus dem Hiillprotein die eine Seite zum Inneren des 
Kapsids oder kapsidartigen Gebildes gewandt ist. 



31. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wo- 
bei die dsRNA zum primaren oder prozessierten RNA- 
Transkript des Zielgens komplementar ist. 
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32. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wo- 
bei die zelle eine Vertebratenzelle oder eine menschli- 
che Zelle ist. 



15 



5 33. Medikament mit mindestens einem Oligoribonukleotid 
(dsRNA) mit doppelstrangiger Struktur zur Hemmung der 
Expression eines vorgegebenen Zielgens, wobei ein 
Strang der dsRNA zumindest abschni ttsweise komplementar 
zum Zielgen ist. 

10 

Q 34. Medikament mit mindestens einem Vektor zur Kodierung 
von Oligoribonukleotiden (dsRNA) mit doppelstrangiger 
Struktur zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen 
Zielgens, wobei ein Strang der dsRNA zumindest ab- 
schnittsweise komplementar zum Zielgen ist. 

35. Medikament nach Anspruch 33 oder 34, wobei die dsRNA 
verpackt in micellare Strukturen, vorzugsweise in Lipo- 
somen, vorliegt. 

20 

36. Medikament nach Anspruch 33 oder 35, wobei die dsRNA in 
^ virale natiirliche Kapside oder in auf chemischem oder 

enzymatischem Weg hergestellte kiinstliche Kapside oder 
davon abgeleitete Strukturen eingeschlossen ist. 

37. Medikament nach einem der Anspriiche 33 bis 36, wobei 
dsRNA 10 bis 1000, vorzugsweise 15 bis 49, Basenpaare 
auf weist . 

30 38. Medikament nach einem der Anspriiche 33 bis 37, wobei 
das Zielgen in eukaryontischen Zellen exprimierbar ist. 



25 
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Medikament nach einem der Anspriiche 3 3 bis 38, wobei 
das Zielgen aus der folgenden Gruppe ausgewahlt ist: 
Onkogen, Cytokin-Gen, Id-Protein-Gen, Entwicklungsgen, 
Priongen. 

Medikament nach einem der Anspruche 33 bis 39, wobei 
das Zielgen in pathogenen Organismen, vorzugsweise in 
Plasmodien, exprimierbar ist. 

Medikament nach einem der Anspruche 3 3 bis 40, wobei 
das Zielgen Bestandteil eines Virus oder Viroids ist. 

Medikament nach Anspruch 41, wobei das Virus ein hu- 
manpathogenes Virus oder Viroid ist. 

Medikament nach Anspruch 41, wobei das Virus oder Viro- 
id ein tier- oder pflanzenpathogenes Virus oder Viroid 
ist . 

Medikament nach einem der Anspruche 33 bis 43, wobei 
die dsRNA abschnittsweise doppelstrangig ausgebildet 
ist . 

Medikament nach einem der Anspriiche 33 bis 44, wobei 
der komplementare Bereich hochstens 49 auf einanderf ol- 
gende Nukleotidpaare aufweist. 

Medikament nach einem der Anspruche 33 bis 45, wobei 
der komplementare Bereich aus zwei separaten RNA- 
Einzelstrangen oder aus selbstkomplementaren Bereichen 
eines, vorzugsweise zirkular ausgebildeten, topologisch 
geschlossenen, RNA-Einzelstrangs gebildet ist. 
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Medikament nach einem der Anspriiche 3 3 bis 46, wobei der 
komplementare Bereich aus selbs tkomplementaren Bereichen 
einer RNA-Haarnadelschleif e gebildet ist. 

Medikament nach einem der Anspriiche 3 3 bis 47, wobei die 
Nukleotide im Schleif enbereich zwischen der doppelstran- 
gigen Struktur zum Schutz vor Abbau chemisch modifiziert 
ist . 

Medikament nach einem der Anspriiche 3 3 bis 48, wobei 
die Enden der dsRNA modifiziert sind, urn einem Abbau in 
der Zelle oder einer Dissoziation in die Einzelstrange 
entgegenzuwirken . 

Medikament nach einem der Anspriiche 33 bis 49, wobei 
der durch die Nukleotidpaare bewirkte Zusammenhalt des 
komplementaren Bereichs durch mindestens eine, vorzugs- 
weise zwei, weitere chemische Verkniipf ung/en erhoht 
ist . 

Medikament nach einem der Anspriiche 33 bis 50, wobei 
die chemische Verkniipf ung durch eine kovalente oder io- 
nische Bindung, eine Wasserstof f brlickenbindung, hydro- 
phobe Wechselwirkungen, vorzugsweise van-der-Waals- 
oder Stapelungswechselwirkungen, oder durch Metal 1- 
Ionenkoordination gebildet ist . 

Medikament nach einem der Anspriiche 3 3 bis 51, wobei 
die chemische Verknupfung an mindestens einem, vorzugs- 
weise an beiden, Enden des komplementaren Bereichs her- 
gestellt ist. 
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Medikament nach einem der Anspruche 33 bis 52, wobei 
die chemische Verknupfung mittels einer oder mehrerer 
Verbindungsgruppen gebildet ist, wobei die Verbindungs- 
gruppen vorzugsweise Poly- (oxyphosphinicooxy-1 , 3- 

propandiol)- und/oder Polyethylenglycol-Ketten sind. 

Medikament nach einem der Anspruche 33 bis 53, wobei 
die chemische Verknupfung durch in den komplementaren 
Bereichen anstelle von Purinen benutzte Purinanaloga 
gebildet ist. 

Medikament nach einem der Anspruche 33 bis 54, wobei 
die chemische Verknupfung durch in die komplementaren 
Bereiche eingeschaltete Azabenzoleinheiten gebildet 
ist . 

Medikament nach einem der Anspruche 33 bis 55, wobei 
die chemische Verknupfung durch in den komplementaren 
Bereichen anstelle von Nukleotiden benutzte verzweigte 
Nukleotidanaloga gebildet ist. 

Medikament nach einem der Anspruche 3 3 bis 56, wobei 
zur Herstellung der chemischen Verknupfung mindestenes 
eine der folgenden Gruppen benutzt wird: Methylenblau ; 
bifunktionelle Gruppen, vorzugsweise Bis- (2- 

chlorethyl) -amin; N-acetyl-N N - (p-glyoxyl-benzoyl) - 

cystamin; 4-Thiouracil ; Psoralen. 

Medikament nach einem der Anspruche 3 3 bis 57, wobei 
die chemische Verknupfung durch an den Enden des dop- 
pelstrangigen Bereichs vorgesehene Thiophosphoryl- 
Gruppen gebildet ist. 
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Medikament nach einem der Anspruche 33 bis 58, wobe 
die chemische Verkniipfung an den Enden des doppelstran 
gigen Bereichs vorgesehene Tripelhelix-Bindungen sind. 

Medikament nach einem der Anspruche 33 bis 59, wobe 
die dsRNA an mindestens ein von einem Virus stammendes 
davon abgeleitetes oder ein synthetisch hergestellte 
virales Hiillprotein gebunden, damit assoziiert oder da 
von umgeben ist. 

Medikament nach einem der Anspruche 3 3 bis 60, wobei 
das Hiillprotein vom Polyomavirus abgeleitet ist. 

Medikament nach einem der Anspruche 3 3 bis 61, wobei 
das Hiillprotein das Virus-Protein 1 (VP1) und/oder das 
Virus-Protein 2 (VP2) des Polyomavirus enthalt. 

Medikament nach einem der Anspriiche 33 bis 62, wobei 
bei Bildung eines Kapsids oder kapsidartigen Gebildes 
aus dem Hiillprotein die eine Seite zum Inneren des Kap- 
sids oder kapsidartigen Gebildes gewandt ist. 

Medikament nach einem der Anspruche 33 bis 63, wobei 
die dsRNA zum primaren oder prozessierten RNA- 
Transkript des Zielgens komplementar ist. 

Medikament nach einem der Anspruche 33 bis 64, wobei 
die Zelle eine Vertebratenzelle oder eine menschliche 
Zelle ist. 

Verwendung eines Oligoribonukleotids (dsRNA) mit dop- 
pelstrangiger Struktur zur Herstellung eines Medika- 
ments zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen 
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Zielgens, wobei ein Strang der dsRJMA zumindest ab- 
schnittsweise komplementar zum Zielgen ist. 

Verwendung eines Vektors zur Kodierung Oligoribonukleo- 
tide (dsRNA) mit doppelstrangiger Struktur zur Herstel- 
lung eines Medikaments zur Hemmung der Expression eines 
vorgegebenen Zielgens, wobei ein Strang der dsRNA zu- 
mindest abschnittsweise komplementar zu diesem Gen ist. 

Verwendung nach Anspruch 66 oder 67, wobei die dsRNA 
verpackt in micellare Strukturen, vorzugsweise in Lipo- 
somen, vorliegt. 

Verwendung nach Anspruch 66 oder 68, wobei die dsRNA in 
virale natiirliche Kapside oder in auf chemischem oder 
enzymatischem Weg hergestellte klinstliche Kapside oder 
davon abgeleitete Strukturen eingeschlossen ist. 

Verwendung nach einem der Anspriiche 66 bis 69, wobei 
dsRNA 10 bis 1000, vorzugsweise 15 bis 49, Basenpaare 
aufweist . 

Verwendung nach einem der Anspriiche 66 bis 70, wobei 
das Zielgen in eukaryontischen Zellen exprimierbar ist. 

Verwendung nach einem der Anspriiche '66 bis 71, wobei 
das Zielgen aus der folgenden Gruppe ausgewahlt ist: 
Onkogen, Cytokin-Gen, Id-Protein-Gen, Entwicklungsgen, 
Priongen . 

Verwendung nach einem der Anspriiche 66 bis 72, wobei 
das Zielgen in pathogenen Organismen, vorzugsweise in 
Plasmodien, exprimierbar ist. 
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Verwendung nach einem der Ansprliche 66 bis 73, wobei 
das Zielgen Bestandteil eines Virus oder Viroids ist. 

Verwendung nach Anspruch 74, wobei das Virus ein hu- 
manpathogenes Virus oder Viroid ist. 

Verwendung nach Anspruch 74, wobei das Virus oder Viro- 
id ein tier- oder pf lanzenpathogenes Virus oder Viroid 
ist . 

Verwendung nach einem der Ansprliche 66 bis 76, wobei 
die dsRNA abschnittsweise doppelstrangig ausgebildet 
ist . 

Verwendung nach einem der Ansprliche 66 bis 77, wobei 
der komplementare Bereich aus zwei separaten RNA- 
Einzelstrangen oder aus selbstkomplementaren Bereichen 
eines, vorzugsweise zirkular ausgebildeten, topologisch 
geschlossenen RNA-Einzelstrangs gebildet ist. 

Verwendung nach einem der Ansprliche 66 bis 78, wobei der 
komplementare Bereich aus selbstkomplementaren Bereichen 
einer RNA-Haarnadelschleif e gebildet wird. 

Verwendung nach einem der Ansprliche 66' bis 79, wobei die 
Nukleotide im Schleif enbereich zwischen der doppelstran- 
gigen Struktur zum Schutz vor Abbau chemisch modifiziert 
sind. 

Verwendung nach einem der Ansprliche 66 bis 80, wobei 
die Enden der dsRNA modifiziert sind, urn einem Abbau in 
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der Zelle oder einer Dissoziation in die Einzelstrange 
entgegenzuwirken . 

Verwendung nach einem der Anspriiche 66 bis 81, wobei 
der durch die Nukleotidpaare bewirkte Zusammenhalt des 
komplementaren Bereichs durch mindestens eine, vorzugs- 
weise zwei, weitere chemische Verkniipf ung/en erhdht 
ist . 



83. Verwendung nach einem der Anspriiche 66 bis 82, wobei 
die chemische Verkniipfung durch eine kovalente oder io- 
nische Bindung, eine Wasserstof fbruckenbindung, hydro- 
phobe Wechselwirkungen, vorzugsweise van-der-Waals- 
oder S tapelungswechs elwi rkungen , oder durch Metall- 
Ionenkoordination gebildet ist. 
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Verwendung nach einem der Anspriiche 66 bis 83, wobei 
die chemische Verkniipfung an mindestens einem, vorzugs- 
weise an beiden, Enden des komplementaren Bereichs her- 
gestellt ist. 



85. Verwendung nach einem der Anspriiche 66 bis 84, wobei 
die chemische Verkniipfung mittels einer oder mehrerer 
Verbindungsgruppen gebildet ist, wobei die Verbindungs- 
gruppen vorzugsweise Poly- (oxyphosphinicooxy-1 , 3 - 
propandiol)- und/oder Polyethylenglycol-Ketten sind. 

86. Verwendung nach einem der Anspriiche 66 bis 85, wobei 
die chemische Verkniipfung durch in den komplementaren 
Bereichen anstelle von Purinen benutzte Purinanaloga 
gebildet ist. 
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Verwendung nach einem der Anspriiche 66 bis 86, wobei 
die chemische Verkniipfung durch in den komplemen taren 
Bereiche eingefiihrte Azabenzoleinheiten gebildet ist. 

Verwendung nach einem der Anspriiche 66 bis 87, wobei 
die chemische Verkniipfung durch in den komplementaren 
Bereichen anstelle von Nukleotiden benutzte verzweigte 
Nukleotidanaloga gebildet ist. 

Verwendung nach einem der Anspriiche 66 bis 88, wobei 
zur Hers tel lung der chemischen Verkniipfung mindestenes 
eine der folgenden Gruppen benutzt wird: Methylenblau; 
bifunktionelle Gruppen, vorzugsweise Bis- (2- 

chlorethyl) -amin; N-acetyl-N x - (p-glyoxyl -benzoyl ) - 

cystamin; 4-Thiouracil ; Psoralen. 

Verwendung nach einem der Anspriiche 66 bis 89, wobei 
die chemische Verkniipfung durch an den Enden des dop- 
pelstrangigen Bereichs angebrachte Thiophosphoryl- 
Gruppen gebildet ist. 



Verwendung nach einem der Anspriiche 66 bis 90, wobei 
die chemische Verkniipfung an den Enden des doppelstran- 
gigen Bereichs durch Tripelhelix-Bindungen hergestellt 



ist , 



Verwendung nach einem der Anspriiche 66 bis 91, wobei 
die dsRNA an mindestens ein von einem Virus stammendes, 
davon abgeleitetes oder ein synthetisch hergestell tes 
virales Hullprotein gebunden, damit assoziiert oder da- 
von umgeben ist. 
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Verwendung nach einem der Anspriiche '66 bis 92, wobei 
das Hiillprotein vom Polyomavirus abgeleitet ist. 

Verwendung nach einem der Anspriiche 66 bis 93, wobei 
das Hullprotein das Virus-Protein 1 (VP1) und/oder das 
Virus-Protein 2 (VP2) des Polyomavirus enthalt. 

Verwendung nach einem der Anspriiche 66 bis 94, wobei 
bei Bildung eines Kapsids oder kapsidartigen Gebildes 
aus dem Hullprotein die eine Seite zum Inneren des Kap- 
sids oder kapsidartigen Gebildes gewandt ist. 

Verwendung nach einem der Anspriiche 66 bis 95, wobei 
die dsRWA zum primaren oder prozessierten RNA- 
Transkript des Zielgens komplementar ist. 

Verwendung nach einem der Anspriiche 66 bis 96, wobei 
die Zelle eine Vertebratenzelle oder eine menschliche 
Zelle ist. 



Verwendung nach einem der Anspriiche 66 bis 97, wobei 
das Medikament in die Blutbahn oder das Interstitium 
des zu therapierenden Organismus injizierbar ist. 

Verwendung nach einem der Anspriiche 66 bis 98, wobei 
die dsRNA bzw. der sie kodierende Vektor in Bakterien 
oder Mikroorganismen aufgenommen sind. 

Verwendung nach einem der Anspriiche 66 bis 99, wobei 
der komplementare Bereich hochstens 49 auf einanderf ol- 
gende Nukleotidpaare aufweist. 
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Zu s ammen f a s sung 

Die Erfindung betrifft ein Medikament mit mindestens einem 
Oligoribonukleotid (dsRNA) mit doppelstragiger Struktur zur 
Hemmung der Expression eines Zielgens, wobei ein Strang der 
dsRNA zumindest abschnittsweise komplementar zum Zielgen ist. 
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